Premiers elements de structure primaire des caseines αs2 bovines  by Brignon, Ghislaine et al.
Volume 71, number 1 FEBS LETTERS November 1976 
PREMIERS ELEMENTS DE STRUCTURE PRIMAIRE DES CASEINES rxs2 BOVINES 
Ghislaine BRIGNON, Bruno RIBADEAU DUMAS and Jean-Claude MERCIER 
Laboratoire de Recherches sur les ProtPines, I.N.R.A.;C.N.R.Z., 78350 Jouy-en-Josas, France 
Received 27 September 1976 
SUMMARY 
The bovine os2-, os3-, OLD- and os6-caseins [l] were isolated. The 4 proteins had the same amino-acid composition and C- 
terminal sequence, but different phosphorus contents. From a mixture of these proteins (designated as ‘cYs2-complex’) and from 
a,3-casein a single and identical N-terminal sequence was obtained by Edman degradation. It seems therefore that the 4 proteins 
have the same peptide chain and only differ in their phosphorus content. For this reason we propose to modify the nomenclature 
of Annan and Manson [l] and to use in future the single term as2 to designate the caseins which have been previously called 
os2, ‘~~3, os4 and as6 by these authors. The study of the primary structure of the peptide chain, which has confirmed these results, 
was undertaken on the Scarboxymethylated or,2-complex. From a cyanogen bromide digest and from a tryptic hydrolyzate of 
the ar,2-complex, 5 and 25 peptides were obtained respectively, both sets of peptides accounting for the whole peptide chain. 
Examination of the tryptic peptides containing methionine combined with the N- and C-terminal sequences of the as2-complex 
and some CNBr peptides, gave the order of the CNBr peptides, H.CN4-CN2-CN5-CNl-CN3.OH, which contain 4, 22, 115, 
49 and 17 residues respectively. A partial sequence accounting for half of the peptide chain of the cYs2-complex is given. This 
peptide chain is likely composed of 207 amino-acid residues 
1. Introduction 
Le groupe des caseins CY~ bovines a fait l’objet 
dune etude approfondie en 1969. Darts ce travail, 
Annan et Manson [ 1 ] ont montre que ce groupe 
Btait constitue d’au moins 6 proteines qu’ils ont 
denotees aso a Q. Jusqu’alors les fractions CQ 
et IQ de Annan et Manson avaient Cte denommees 
respectivement os2 et os3 selon la proposition du 
Comite de Nomenclature des Proteines du Lait en 
1965 [2]. Nous utiliserons en fait, tout au long de 
cet article, la nomenclature de Annan et Manson [l] 
qui apparaissait plus appropriee au debut de notre 
travail. La cadine CQ est maintenant bien comme. 
Sa structure primaire a CtC Clucidee par Mercier et 
al. [3] ; ses variants genetiques sont parfaitement 
caractCris& [4]. Le composant crs,-, semble tres voisin 
de la casCine as1 [ 1,5] . 
Nous avions deja isole en 1968 les cast%nes ~53 
et Q, propose pour chacune d’elle la meme sequence 
C-terminale Leu-Tyr. OH [6], determine leurs masses 
moleculaires et leurs compositions en acides amines 
North-Holland Publishing Company - Amsterdam 
[7]. Ces masses moleculaires et ces compositions 
paraissaient identiques. En 197 1, Hoagland et al. 
[8] isolaient les composants a&, a&, et Q. Pour 
les deux premiers, les masses moleculaires et les 
compositions en acides amines qu’ils determinaient 
Btaient tres voisines de nos resultats. 11s montraient 
en outre que la caseine as5 donnait par reduction les 
composants “93 et czti en quantites apparemment 
Bquimoleculaires. 11s en concluaient que la fraction 
crss Ctait composee d’une molecule de casline crs3 
lice a une molecule de cas&e CQ par au moins une 
liaison disulfure. Un certain nombre de proprietes 
interessantes de la cadine as5 ont CtC d&rites 
par Toma et Nakai en 1973 [9] : cette proteine, 
qui est plus sensible au calcium que le caseine 
CQ , est stabilisee par cas&ne K vis a vis des ions 
calcium, mais a un degre moindre que la caseine (~~1. 
Dans cet article nous rapportons l’isolement des 
composes os2, os3, as4 et os6, la determination de 
leur composition en acides amines et de leur teneur 
en phosphore, et les premiers elements de leur 
structure primaire. Ceux-ci ont BtC obtenus a 
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partir dun melange des 4 constituants qui, comme 
nous le verrons, ont une structure primaire apparem- 
ment identique. 
2. Materiel et methodes 
La caseine totale a BtC obtenue 1 partir d’une 
seule vache de race Francaise Frisonne Pie Noire, 
homozygote pour le complexe genique as1 CnB-fl- 
CnAl-kCnB, par precipitation isoelectrique du 
lait ecreme. Les 2.2 kg de casein humide ainsi obtenus 
a partir de 20 litre de lait ont Cte trait& selon la 
premiere Ctape de la technique de Zittle et Custer 
[lo] habituellement utilisee pour la preparation de la 
caseine K. Le precipite obtenu, a pH 1.3- 1 S, en 
presence d’acide sulfurique et d’uree 2 M a 6tC 
dissous dans 10 litres d’uree 6.6 M et le pH ajuste a 
4.7, avec de la soude concentree. La concentration 
en uree a 6te reduite a 3.3 M par addition d’eau 
distillee et le precipite obtenu (complexe as), 
r&cup&-e par centrifugation. Loperation a 6te 
rep&e une fois (dissolution du precipite en uree 
6.6 M, dilution a 3.3 M, centrifugation) [ 111. Le 
precipite final (complexe cr, brut) a CtC dissous dans 
2 litres d’uree 6.6 M avec ajustement du pH a 7.0 
avec NaOH et dialyd. Un volume &gal d’ethanol 
absolu a et& ajoute a la solution dialysee, puis, 
goutte a goutte, une solution d’acetate d’ammonium 
2 M dans l’dthanol a SO% jusqu’a obtention d’un 
precipite [ 1 l] . Celui-ci a 6te recueilli par centrifugation 
et dissous dam un minimum d’uree 6.6 M. La 
solution a BtC dialysee et lyophilisee. On a ainsi 
obtenu 32 g de complexe os2 brut, debarrasse des 
caseines K et fl et de la plus grande partie des caseines 
osl et oso. 4.4 g de cette fraction ont ete ensuite 
chromatographies ur colonne de DEAE-cellulose 
microgranulaire selon Mercier et al. [ 121. Six 
fractions ont CtC recueillies, correspondant aux 
casemes os6, as4, as3, ~52, asI et CQ. On a obtenu 
respectivement 140 mg, 600 mg, 800 mg, 550 mg, 
700 mg et 300 mg de ces caseines apres dialyse et 
lyopbilisation. Les 4 premieres n’etant qu’assez 
exceptionnellement bien separees, on les a souvent 
rassemblees. Ce melange sera appele ‘complexe Q’ 
dans le texte. 
Les Clectrophoreses en gel d’amidon ont Bte 
realisees a pH alcalin selon Schmidt [ 131 et a pH 
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acide selon Peterson et Kopfler [ 141. Les techniques 
d’hydrolyse par le bromure de cyanogene [ 151, la 
trypsine [ 161, les exopeptidases [171, d’electrophorese 
et chromatographie sur papier, de chromatographies 
sur colonnes de Dowex 50 ou de Sephadex ont Ctd 
precedemment d&rites [ 161. LB hydrazinolyses ont 
CtC effectuees selon Fraenkel-Conrat et Chung Ming 
Tsung [18]. 
Les proteines utilisees pour les etudes de sequence 
ont Btt reduites et S-carboxymethylees elon Woychik 
[191. 
Les techniques d’hydrolyse acide et d’analyse 
d’acides amines ont CtC d&rites anterieurement 
[ 161. Dans le cas de proteines ou de gros peptides 
les compositions ont Cte determinCes a partir de 3 
temps d’hydrolyse (24,48 et 96 h). Le tryptophane 
a Cte dose selon Spies [20] apres hydrolyse pronasique, 
et la phosphore, selon Bamann et al. [21]. 
Une partie des travaux de sequence a Cte effect&e 
a l’aide d’un Sequenator Beckman 890 B, comme 
decrit anterieurement [22]. 
La technique de degradation d’Edman manuelle 
que nous avons utilisee est proche de celle mise en 
oeuvre dans le Sequenator. Elle a CtC d&rite en 
detail par Mercier et al. [23]. 
3. Rkultats 
3.1. Proprikttb g&&ales des diffkrents composants du 
complexe czS2 
I_es caseines os2, as3, ad et crd obtenues apres 
chromatographie sur DEAE-cellulose (fig.1) Btaient 
homogenes par Clectrophorese sur gel a pH alcalin ou 
acide. 
La carboxypeptidase A liberait des 4 composants 
les mdmes acides amines, leucine et tyrosine, en 
quantites Cquimolaires. Leurs masses moleculaires, 
calculees en admettant la liberation d’une mole de 
chacun de ces acides amines par mole de proteine, 
Btaient toutes voisines de 26 000 daltons. L’action 
combinee des carboxypeptidases A et B liberait de 
chacun d’entre eux les memes acides amines, Leu, 
Val, Tyrz , Arg, pour la masse moleculaire indiquee 
precedemment. Les compositions en acides amines 
et la teneur en phosphore des 4 caseines sont 
representees dans le tableau 1. Des cartes peptidiques 
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Fig.1. Diagramme de chromatographie sur DEAE-cellulose du complexe os2 brut. Colonne de DEAE-cellulose microgranulaire 
de 6 X 15 cm; 4.4 g de complexe as2 brut; tampon imidazole 0.01 M HCl, uree 3.3 M, 2-mercapto&thanolO.8%, pH 7.0; debit 
100 ml/h; fractions de 14 ml; temperature ambiante; elution par gradient Ii&ire de molarite en NaCl (0.1 i 0.3 M; 2 x 3 litres). 
Tableau 1 
Composition en acides amines des cas&nes du complexe as2 non S-carboxymethylees 
(Moles d’acides aminks/mol de proteine) 
Acide amine Caseine ar,2 Caseine ‘zs3 Caseine as4 Caseine ‘Ys6 Sequence 
ASP 18.14 18.18 18.40 18.48 18 
Thr 14.07 14.85 14.92 14.81 15 
Ser 14.29 14.35 13.89 14.63 17 
GlU 41.13 40.80 40.39 41.70 40 
pro 10.57 10.36 9.96 10.11 10 
ClY 2.65 2.29 2.40 2.38 2 
Ala 8.23 8.29 8.15 7.97 8 
1/2Cys - - - - 2 
Val 13.70 13.70 14.00 13.71 14 
Met 3.91 4.09 4.43 3.54 4 
Be 10.64 10.36 10.87 10.31 11 
LeU 13.96 13.81 14.16 13.59 13 
5r 10.15 10.91 12.22 12.14 12 
Phe 5.88 5.92 6.19 6.31 6 
Lys 23.52 24.11 23.53 22.85 24 
His 3.18 3.07 3.73 3.00 3 
Arg 6.08 5.96 6.14 5.76 6 
Trp 2.01 2.08 2.04 _ 2 
207 
P 13.14 12.42 11.25 10.23 - 
Moyennes des rdsultats obtenus i partir de 3 X 3 temps d’hydrolyse (24,48, 96 h). Les 
resultats obtenus pour Ser et Thr ont et& extrapolds au temps 0. Les chiffres correspondant 
au temps d’hydrolyse de 96 h ont et6 retenus pour Be et Vat. La cysteine n’a pas ete dosee. 
Le. tryntophane et le phosphore ont et& do& separement. 
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d’hydrolysats trypsiques des 4 caseines, reduites et 
S-carboxymethylees, n’indiquaient pas de difference 
apparente. 
Au vu de tous ces resultats, qui indiquaient une 
identite probable des 4 chafnes peptidiques, les etudes 
dquentielles ont et6 effect&es sur le complexe as2 
total. L’analyse sequentielle automatique de ce 
complexe n’a rCv6lC qu’une sequence N-terminale 
unique: Lys-Asn-Thr-Met-Glu-His-Val-Ser- 
Ser-Ser-Glu-Glu. Une sequence identique a BtC 
trouvee dans les mdmes conditions pour le caseine 
as3 isolee. 
3.2. Hydrolyse du complexe CQ par le bromure de 
cyanoghe 
formique/eau; 87:25:888, v/v/v). La fraction insoluble 
ne renfermait qu’un peptide de 115 residus, CN5, 
present a differents degres de phosphorylation. Par 
chromatographie de la fraction soluble sur Sephadex 
G 25,4 peptides, CNl a CN4, contenant respective- 
ment 49, 22, 17 et 4 residus ont CtC obtenus (tableau 
2). Le peptide CN2 Ctait present a differents degres de 
phosphorylation. Les elements de sequence determines 
directement sur les 5 peptides CNBr, dont l’ensemble 
correspond a la totalite de la chafne peptidique, sont 
represent& dans la figure 2. Combines aux resultats 
obtenus sur la molecule entitre, ils permettent 
d’obtenir Penchainement partiel des peptides 
CNBr: H.CN4-CN2-(CNS, CNl)-CN3.0H. 
L’hydrolysat obtenu a et6 dessdche t repris 3.3. Hydrolyse Qpsique du complexe CQ 
par un tampon de pH 1.9 (acide acetique/acide Par chromatographie d’un hydrolysat trypsique 
Tableau 2 
Composition en acides amines des peptides obtenus apres action du bromure de cyanogene 
sur le complexe os2 (moles d’acides amines/mol de peptide) 



















2.20 (2) 1.05 (1) 
4.51 (5) 0.93 (1) 
1.37 (2)C 4.01 (5)C 
10.46 (10) 7.48 (7) 
1.14 (1) - 
- - 
1.90 (2) - 
- - 
2.01 (2) 0.98(l) 
- (1) - (1) 
1.06 (1) al.79(2) 
5.00 (5) - 
2.44 (3) 0.57 (1) 
2.84 (3) - 
8.81 (9) 2.01 (2) 
0.86 (1) 0.96 (1) 
2.07 (2) - 
- - 
_ 1.01 (1) 
0.87 (1) 0.89 (1) 
L14 (1) 0.48 (0) 
2.85 (3) - 
_ _ 
_ 
al.99 (2) - 
_ - (1) 
al.82 (2) - 
0.97 (1) - 
1.54 (2) - 
_ - 
2.84 (3) 0.98 (1) 
_ 
0.90(l) - 
- (1) - 
13.32 (14)c 18 
7.02 (7) 15 
9.03 (lO)C 17 
25.58 (22)c 40 
5.32 (6)c 10 
2.11 (2) 2 
5.74 (6) 8 
_ (2)c 2 
a8.88 (9) 14 
_ (1) 4 
a6.38 (6) 11 
6.97 (7) 13 
6.51 (6)c 12 
2.95 (3) 6 
10.22 (9)c 24 
1.54 (l)C 3 
2.86 (3) 6 




49 22 17 4 115 207 
+ + - - + 
1 Met transform6 en homoserine-homoserine lactone 
a hydrolyse de 96 h. 
b moyennes correspondant i 3 X 3 temps d’hydrolyse (24,48, 96 h.) Ser et Thr extrapoles au 
temps 0. Dans les autres cas on n’a pas tenu compte de la destruction de Ser et Thr pendant 
I’hydrolyse de 24 h 
c chiffres entre parentheses confirm& par analyse de fragments des peptides en question 
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- - --______..___-____._______-__ .+___ CN4 ______*___~_=~__;I_,_I-_=;-2--;-I, CN* __________------__--~~~~~~~~-- ---- 
-7.77777 
c'....................................... T2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..~~............. TIO . . . . . . . . . . . . . . . . _, __7__1 --, __~ 
140 150 
Leu6,Tyr6.Phe2.Lys~,His,Arg2,Trp)-Thr-Val-Asp~Gl~-Ser-Thr-Glu-V~l-Ph~-Th~-Ly~-Ly~-Thr-Ly~-L~~-Thr-Glu-Gl~-Gl~-Lys- 
_____________________ CN5 _____..______________*_-______________________=___ CN_L7_________________________I--;- 
-Y-77777 777777 
_--\J_ +......................T7 &LiZL . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ...* 
160 170 180 
Asn-Arg-Leu-Asn-P!re-Leu-Lys-Lys-Ile-Ser-Gln-Arg-Tyr-Cln-Lys-Phe-Ala-Leu-Pro-Glu-Tyr-Leu-Lys-Thr-Val-Tyr-Gln-(His,G1n)- 
____________________~~~~~~~__~_~~~~~~~~~~~~_~~~~~~~______ 
7777777777777 7 -c91' ------ 
_______________-____________________-____________ 
77777777777-T 
190 200 LLLL.zQz 
Lys-Ala~Lys-Pro-Trp-Ile-Cln-Pro-Lys-Th~-Ly~-V~l-Il~-Pr~-Ty~-V~l-A~g-Ty~-L~".OH 
LLLL/ -_- CN, __~~_-7~~_-_-;-_-I-=-;--_~~_~~_~~__~~~_~~~__-_‘I;_-_-/_~7_;r--_________~ 




Fig.2. Acides amines lib&k - par la leucine aminopeptidase, - par les carboxypeptidases A et B; sequences etablie: --T- 
par dhgradation automatique d’Edman, - - -*par degradation manuelle d’Edman, - par hydrazinolyse. 
sur Dowex 50, suivie, si nicessaire, de purifications 
par chromatographie sur Sephadex G25 et/au par 
Clectrophorese preparative sur papier, 37 peptides 
de compositions differentes en acides amines ont 
CtC isoles Q l’etat pur. Certains d’entre eux Btaient 
presents a plusieurs degres de phosphorylation. 
Parmi ces 37 pe,ptides, 25 correspondaient a la 
totalite de la chaine peptidique. Les autres Ctaient 
constitues soit de 2 ou 3 de ces derniers peptides 
(hydrolyse trypsique incomplete) soit de l’un 
d’eux porteur dun residu lysyle C-terminal 
supplementaire. 
Dans un premier temps, seuls les peptides T2, TlO, 
T7 et T22, qui renfermaient chacun un residu 
methionyle, ont CtC Ctudies. Les elements de sequence 
determines sur ces peptides sont represent& dans la 
figure 2. Le peptide T2 represente l’extremite N- 
terminale de la molecule et fait done la jonction 
entre CN4 et CN2. Le peptide TlO fait la jonction 
entre CN2 et CNS. L’enchainement complet des 
peptides CNBr est done necessairement: H.CN4-CN2- 
CNS -CNl -CN3.0H. L’Ctude de l’extremite N- 
terminale de T7 indique que ce peptide fait la 
jonction entre CN5 et CNl. La connaissance de la 
sequence N-terminale de T22, de sa composition 
en acides amines et de la sequence complete de CN3 
demontre que T22 fait la jonction entre CNl et CN3. 
La sequence du dipeptide C-terminal, T 11, Tyr- 
Leu, a Cte Ctablie par hydrazinolyse. 
4. Discussion 
La chaine peptidique des cadines os2 renferme 
207 residus d’acides amines. Son residu lysyle- N- 
terminal avait Bte observe il y a deja longtemps en 
position N-terminale des cadines cr et czs a c&e de 
l’arginine [24-261. On sait maintenant que les 
preparations ainsi nommees renferment les caseines 
as2 et cusl. De m&me Waugh et al. [27] avaient note 
en 1962 la liberation de Trp, Leu et Tyr par la 
carboxypeptidase A a partir de la fraction denotee 
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alors CY sl 2, que l’on sait maintenant contenir, outre 
la caseink as1 (de sequence C-terminale Leu-Trp.OH), 
une partie du complexe cyG (de sequence C-terminale 
Tyr-Leu.OH). La sequence C-terminale Leu-Tyr 
rapportee par nous precedemment pour les cadines 
as3 et IQ [6] s’est rev&e inexacte. 
On peut conclure du present travail que les 
caseines crys2, ffs3, CQ et ‘Ys6 possedent une chaine 
peptidique identique. Elles seraient done vraisembla- 
blement synthetisees par un seul gene de structure 
et phosphorylees a differents degres. Ce resultat a 
CtC recemment confirm6 par Grosclaude et al. [28] 
a partir d’etudes genetiques portant sur des variants 
des caseines ~52. Pour toutes ces raisons nous 
proposons de modifier la nomenclature de Annan 
et Manson [l] et d’utiliser le terme unique cyS2 
pour designer les caseines appelees par ces auteurs 
“s2 ’ “s3 ’ ays4 etad, et tout autre caseine de mdme 
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